ニホンザル シシンケイ セイジョウ コウサイボウ ニ ソンザイスル カリウム イオン チャネル ト カンガエラレル アタラシイ サイボウマク トクシュ コウゾウ by 藥師川 浩
A novel junction-like membrane complex in the
optic nerve astrocyte of the Japanese macaque
with a possible relation to a potassium ion
channel
著者 藥師川 浩
発行年 1998-03-24
その他の言語のタイ
トル
ニホンザル視神経星状膠細胞に存在する、カリウム
イオンチャネルと考えられる新しい細胞膜特殊構造
ニホンザル シシンケイ セイジョウ コウサイボウ 
ニ ソンザイスル カリウム イオン チャネル ト カ
ンガエラレル アタラシイ サイボウマク トクシュ 
コウゾウ
URL http://hdl.handle.net/10422/2473
氏名・（本籍）
学位の種類
学位記番号
学位授与の要件
学位授与年月日
学位論文題目
薬師川　　　浩（滋賀県）
博士（医学）
博士第268号
学位規則第4条第1項該当
平成10年3月24日
Anoveljunction」ikemembranecomplexintheoptlCnerVeaStrOCyte
OftheJapanesemacaquewith a possiblerelationto a potassiumion
ChanneJ
（二ホンサル視神経星状膠細胞に存在する、カリウムイオンチャネルと考え
られる新しい細胞膜特殊構造）
審査委員
???????????????????
論文内容の要　旨
【目　的】
ニホンザルの視神経を電子顕微鏡で観察し、隣り合う星状膠細胞間に細胞膜特殊構造を兄い出し
た。この細胞膜特殊構造の微細構造を電子顧微鏡、凍結割断レプリカ法、さらに免疫組織化学を用
いて詳細に観察し、その形態と機能を検討した。
【方　法】
ニホンザルを潅流固定した後、視神経を摘出し、オスミューム（通常と還元型）あるいはタンニ
ン酸で後固定をして、星状膠細胞の本細胞膜特殊構造を電子顕微鏡を用いて詳細に観察し、既知の
細胞膜結合構造と比較検討した。さらに本細胞膜特殊構造の視神経内での分布を、視神経乳頭より
視神経交差までの各部位で調べた。また同様に潅流固定した視神経で凍結割断レプリカを作成して、
星状膠細胞の膜内粒子を電子顕微鏡で観察した。研究の過程で本細胞膜特殊構造とカリウムイオン
チャネルとの関係が示唆されたため、内向き整流型カリウムイオンチャネルKAB－2（Kir4．1）の抗
体を用いて免疫染色を施し、共焦点レーザー顧微鏡と電子顕微鏡で観察した。免疫電顕においては
抗体の組織への浸透性を上げるため、低濃度のトリトンを含んだ緩衝液を用い、金コロイド粒子を
結合させ銀増感を行った。さらにギャップ結合の構成蛋白であるコネキシン43の免疫電顕をPI．P固
定した組織で実施し、本細胞膜特殊構造がいわゆるギャップ結合とは異なることを確認した。
【結　果】
本細胞膜特殊構造は電子顧微鏡の観察で、以下の点において既知の細胞膜結合構造とは異なって
いた。細胞膜を構成する脂質二重層の外柔間には、ギャップ結合よりは広い間隙が残っていた。そ
の細胞間隙と外葉表面には高電子密度の細粒子が散在した。また同様の細粒子が、細胞膜内薫に接
して細胞質に集積しており、一部は内薫表面に小隆起を形成していた。しかしデスモゾーム、へミ
デスモゾーム、あるいは接着帯にみられるものよりは粒子が細かく、存在する範囲が狭かった。以
上の形態学的特徴は、タンニン酸で後固定したものの方が、オスミュームで後固定したものより明
らかであった。トリトン処理後に還元型オスミュームで後固定した組織では、通常の膜構造は破壊
されたが、本細胞膜特殊構造とギャップ結合は構造を維持した。また本細胞膜特殊構造は、視神経
全体に存在したが、筒状板直後の視神経交差側の血管周囲に偏在した。
凍結割断レプリカでは、星状膠細胞の細胞膜には六角格子状の配列をしたギャップ結合の膜内粒
子のそばに、四角配列した粒子が観察され、本細胞膜特殊構造の膜内粒子と考えられた。それぞれ
の粒子は、その形と大きさが異なった。その他には特徴的な膜内粒子は存在しなかった。
KAB－2の免疫反応は、共焦点レーザー顧微鏡で特に血管周囲の星状膠細胞に認められた。さらに
KA8－2の免疫電顕では、本細胞膜特殊構造に免疫反応が認められたが、ほとんどがどちらか片側の
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細胞の細胞膜内薫に接していた。なお本細胞膜特殊構造は、コネキシン43に対しては免疫反応を示
さなかった。
【考　察】
本細胞膜特殊構造は、細胞間隙と外糞表面に細粒子が存在し、トリトン処理を施しても構造を維
持した事より、細胞膜内のみならず細胞間隙にも蛋白を持っ（膜貫通蛋白）と考えられた。この形
態学的特徴と細胞膜における存在状態より、凍結割断レプリカ観察された四角配列した膜内粒子が、
本細胞膜特殊構造の膜貫通蛋白に相当すると考えた。この膜内粒子は従来カリウムイオンチャネル
と言われているものであるので、本研究では内向き整流型カリウムイオンチャネルKAB－2の免疫電
顕を行ったところ、本細胞膜特殊構造がカリウムイオンチャネルであることが示された。興味ある
ことにKAB－2の免疫反応は片側の細胞の細胞膜内薫に偏在しており、その分布とチャネルとしての
機能を、細胞膜内薫に接して集積している細粒子が、裏打ち蛋白として調節していると考えられた。
活動電位が発生した後、神経軸索より細胞外に放出された多量のカリウムイオンチャネルを取り
込み、再分配する機能は視神経においても重要である。カリウムイオンは、本細胞膜特殊構造によっ
て星状膠細胞に取り込まれ、ギャップ結合を通して隣の星状膠細胞に運ばれ、あるいは血管内に放
出され再分配されると考えられた。筋状板直後の視神経交差側の血管周囲に偏在したことは、同部
沸　　位の視神経軸索の興奮伝達における重要な役割を示唆するものと考えられた0
【結　論】
ニホンザル視神経の星状膠細胞に細胞膜特殊構造が存在した。本細胞膜特殊構造は、電顕による
形態学的な検討と免疫組織化学の結果より、既知の細胞膜結合構造とは異なり、カリウムイオンチャ
ネルであると考えられ、視神経の興奮伝達における重要な役割が示唆された。
論文審査の結果の要旨
本研究は、ニホンザルの視神経星状膠細胞の細胞膜に、今までに報告がない細胞膜特殊構造が存
在することを示し、その形態と機能を検討したものである。
電子顕微鏡での形態学的観察により、本構造は既知の細胞膜結合構造とは異なるが、膜貫通蛋白
と裏打ち構造をもっことを示した。また凍結割断レプリカ法では、四角配列する膜内粒子が観察さ
れ、これは従来よりK＋イオンチャネルといわれている膜貫通蛋白に相当することが考えられた。
そこで神経膠細胞に存在するといわれている、内向き整流型K＋イオンチャネルのひとつであるKAB－
2（Kir4．1）が本構造に免疫陽性であることを示し、本構造がK＋イオンチャネルであることを示
唆した。また本構造が視神経内で、筒状板直後の視神経交叉側の血管周囲に多く存在することも明
らかにした。
これらの成果は、視神経での情報伝達におけるK＋イオンの流れを研究するうえで、寄与するこ
と大であり、博士（医学）の学位を授与するに値するものと認める。
なお、本学位授与申請者は、平成10年2月16日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合
格と認められたものである。
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